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"PROCESSO DE FERMENTAÇÃO COM
USO DE MICROORGANISMOS FLOCULANTES CONDICIONAIS".
Refere-se o presente relató-
rio a uma patente de invenção que trata de um processo de
5 separação de células em dornas de fermentação após o tér-
mino do processo fermentativo. É baseado na modificação dos
microrganismos fermentadores naturalmente não floculantes
por engenharia genética, fazendo com que esses, após o es-
gotamento do substrato, tornem-se floculante e sedimentem
10 no fundo da dorna. 0vento possui duas vantagens básicas,1 a 
sendo elas: a) economia do uso de processos de separação
forçada, como a centrifugação na produção de etanol; b)
aceleração de processos de sedimentação natural, como no
caso da produção de vinho.
15 Para a compreensão do estado
da técnica são necessárias al gumas informações relativas a
bioquímica da fermentação, aos processos industriais nor-
malmente utilizados e a alguns princípios de biologia mole-
cular e engenharia genética.
20	 A fermentação alcoólica é re-
alizada basicamente com duas finalidades: produção de eta-
nol "per si" (álcool anidro ou hidratado) ou produção de
bebidas alcoólicas (vinhos, cerveja, entre outros) . Os mi-
croorganismos mais usados na fermentação alcoólica são as
25 leveduras, fundamentalmente a es pécie Saccharcmyces cerevi -
s-ae. Bioquimicamente, a fermentação consiste na conversão
A a
 
hexose (basicamente glicose ou frutose) em etanol sem
uso de oxigênio. Se a hexose está presente no substrato em
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ligação com outras moléculas, o primeiro passo para a sua
utilização é a sua liberação, o que é obtido pela ação de
enzimas hidrolíticas como a invertase. A partir dai, c per-
curso metabólico utilizado é basicamente o da glicólise,
5 que converte uma molécula de glicose (6 carbonos) em duas
de piruvato (3 carbonos), que será o substrato para ma via
fermentativa especializada. No caso do etanol, o piruvato é
descarboxilado a acetaldeido (2 carbonos) e este então re-
duzido a etanol (CH3CH2 OH). Essa via está esquematizada de
10 forma simplificada na figura 1 anexa.
Em termos de processo indus-
trial, a produção de álcool ocorre basicamente de duas for-
mas: a batelada e a fermentação continua. Na batelada, a
fermentação é feita em dornas (tanques) independentes, as
15 quais são alimentadas com o substrate fermentável (rico em
açúcar) e células uma única vez no início do processo. As-
sim sendo, as concentrações de célula e substrato são irre-
gulares do decorrer da fermentação, sendo que a proporção
substrato/células vai diminuindo até o esgotamento do subs-
20 trato. Na fermentação contínua essa irregularidade é con-
tornada, o que é de extremo interesse para a produção de
etanol, mas desnecessário para a produção de bebidas alcoó-
licas. Este processo é realizado normalmente com a utiliza-
ção de várias dornas comunicantes, entre as quais existe um
25 fluxo contínuo de substrato e células, de forma que em cada
dorna haja uma concent ração aproximadamente constante des-
ses dois componentes. Na última dorna da série a fermenta-
ção é terminada, atingindo a máxima concentração do produto
e esgotando o substrato.
0 termo vinho re fere-se ge-
ralmente â bebida preparada a partir de uvas maduras, mas
ocasionalmente é usado para designar fermentado de outras
5 frutas, tais como banana ou laranja. Em sua produção,
reações de fermentação são basicamente as mesmas descritas
para o caldo da cana de açúcar (sacarose) diferenciando-se
apenas na procedência da :.exore que será fermentada. No
caso da uva, o açúcar predominante é a frutose.
10 Os vinhos podem ser classif_-
cados simplesmente como secos e doces. Os vinhos secos são
aqueles cuja fermentação de açúcar é completa, sendo todo
açúcar transformado em álcool; cs vinhos doces são aqueles
onde a fermentação foi interrompida de modo que contêm _cú-
15 car suficiente para a percepção gustativa.
0 processo de produção do vi-
nho continua basicamente	mesmo a muitos anos; o suco é
extraído da uva por maceração e tratado para retirada de
substâncias indesejáveis que possam sofrer outras altera-
20 ções ou transformações que alterem a qualidade do vinho.
Após tratamento o suco é enviado para o tanque de fermenta-
ção onde recebe o "pé de cuba", material contendo leveduras
da espécie S. cerevisae selecionadas e crescidas em mosto
até o volume suficiente para inóculo. No tanque de fermen-
25 tação existe um bombeamentc constante de ar que coincide
com um equilíbrio médio entre o excesso, que prejudicaria o
rendimento em álcool pela grande proliferação das levedu-.
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das células. 0 término da fermentação está diretamente re-
lacionado tom o ti po de vinho que se quer produzir. No caso
do vinho seco, considera-se terminado quando todo o açúcar
houver sido consumido. Após estabelecido o término da fer-
5 mentação, toda a levedura (borra) é decantada e retirada do
tanque para ser usada para produção de ração animal, adubo,
etc. Tempos muito longos de decantação implicam na formação
de compostos secundários pelo rompimento das paredes celu-
lares das leveduras que ainda estiverem em suspensão, alte-
10 rando ne gativamente o sabor do vinho. Separada a borra, o
vinho é enviado para o processo de clarificação através de
uma série de filtrações, sendo posteriormente engarrafado e
envelhecido.
Para os nossos propósitos, o
15 gene será definido como uma região de DNA com a capacidade
de codificar uma proteína. Os processos envolvidos nesta
relação gene-proteína são: transcrição, que consiste na có-
pia do DNA em R_NA mensageiro (mRNA), e tradução, que con-
siste na leitura do mRNA pelos ribossomos, que montarão a
a partir da junção de diversos aminoácidos.
aminoácidos é determinada pela
de nuc!eotideos específicas) presentes no m.RNA.
Os genes são compostos basi-
camente de duas partes, uma promotora e outra codificante.
25 A região promotora é responsável pela regulação da trans-
crição, ou seja, define em que momento a transcrição deve
começar e com que intensidade ela deve ocorrer. A parte co-





partir do qual essa origem foi isolada. exemplo, oPor
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aminoácidos na proteína final.
Com o advento da biologia mo-
lecular e do desenvolvimento das técnicas de engenharia ge-
nética, tornou-se possível a manipulação do DNA e a geração
de novos genes desenhados para cumprir funções específica s .
Por exemple, pode-se fundir a parte codificante do gene A
com a parte promotora do gene B, fazendo assim com que a
proteína A seja produzida na célula seguindo um padrão de
expressão que seria característico para a proteína B.
Denomina-se de transformação
o processo de introdução de um DNA exógeno em uma dete_ t-
nada célula. Esse DNA exógeno pode ser linear ou estar
a forma de um DNA circular, denominado plasmídeo. Esses
plasmídeos podem conter seqtlências de DNA específicas, de-
15 nominadas origem de replicação, que conferem a eles a capa-
cidade de replicar-se autonomamente dentro do or ganismo a
10
s ob
plasmídeo YEp352 contém uma origem de replicação de um
plasmídeo nativo de levedura, denominado de 2u, que faz com
20ae ele replique-se estavelmente com alto número de cópiasq
neste organismo. Alternativamente, o DNA transformaste pode
não ter a capacidade de se replicar autonomamente na célu-
la. Neste caso, para aue não seja perdido, esse DNA tem
que obrigatoriamente integrar-se dentro do DNA da célula
25 transformada. Nesta última situação verifica-se que a
transformação é bem mais estável.
A floculacão em levedura s é
um fenômeno conhecido a muito tempo. Existem linhagens aue
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exibem essa característica, apresentando diferentes graus
de floculação. Desde uma floculação leve e incompleta até
uma floculação total. Neste último caso as células crescem
como grumos.
5 Uma das causas da floculação
está na expressão do gene FLO1 (Watari et al., 1994) . Ob-
serva-se para diversas linhagens uma correlação entre o
grau de expressão desse gene e o nível de floculação das
células.
10 Leveduras floculantes têm si-
do empregadas em processos de fermentação alcoólica, tendo
sucesso principalmente na indústria cervejeira. Entretanto,
os processos baseados nesse tipo de linhagem enfrenta al-
guns graves problemas como: a) Baixa velocidade de fermen-
15 tação: uma vez que as células crescem em grumos, a superfí-
cie útil de cada células para trocas com o meio fica bas-
tante reduzida. Isso gera uma redução dos níveis de entrada
de substrato e saída de produto por célula, reduzindo a
eficiência da fermentação; b) Flotação: na formação dos
20 grumos há a retenção de ar nos flocos o que faz com que
eles flutuem na superfície do mosto, reduzindo o número de
células envolvidas na fermentarão e dificultando a aeração
na dorna. Além disso, como a fermentação gera grandes quan-
tidades de 002, esse gás leva a formação de espuma a qual
25 carrega consi go as células flotantes para fora da dorna; e
c) Entupimentos: os grumos dificultam etapas de filtração e
transporte de células por canalizações, levando freqüente-
mente a obstrução dos condutos.
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A seguir, o rresente invento
será pormenorizadamente descrito co m referência aos dese-
nhos abaixo relacionados, nos quais:
a figura 1	ilustra um esquema simplificado da
5	 fermentação alcoólica por leveduras;
a figura 2	ilustra células de levedura transfor-
madas com os plasmdeos YEp352 (1),
YEp352-FLO1 (2) e `_77 n352-BBFL01 (2)
crescendo em meio contendo glicose,
10	 no início da ferrrientacão, ou contendo
etanol, após o término do processo
fermentativo;
a figura 3	ilustra um esquema dos genes utiliza-
dos neste trabalho, onde em A o gene
15 FLO1 está sob o con:role do seu pró-
prio promotor; em B Ta região do ge-
ne metanol oxidade de Hansenula pe-
lymorpha foi inserida dentro do pro-
motor FLC1; e em C foi feito o mesmo
20 que em B, mas cor_ uTMa região regula-
tória do gene da Álcool desidrogenase
2 (ADH2);
a figura 4 ilustra um Experimento de Northern
Blot para avaliação da expressão da
25 proteína FLO1 durante a fermentarão,
sendo que, como indicado na récua da
figura, a linhagem 7473 031 a foi trans-
formada com os plas_..ídeos YEp352,
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YEp352-MOX-F r O1 ou YEp3 52-ADH2-FLOI ;
os transformantes foram crescidos em
meio com glicose pelo número de horas
indicado; após 27h toda a glicose já
5 havia sido cons umida; o RNA total da
célula foi extraído e hibridizado com
uma sonda do gene FLO1; a banda de
rRNA corada com brometo de etídio está
apresentada como um controle das quan-
	
10	 tidades de RNA aplicadas no gel; e
a fi gura 5 ilustra um esque ma de funcionamento
do invento, onde na dorna 1 são adi-
cionadas as células e o substrato; na
dorna 2 o substrato se esgota, o gene
15 da floculação é ligado levando a pro-
dução de proteínas de superfície que
levam as células a se a glutinarem; na
dorna 3 as células sedimentam no fun-
do da dorna e podem ser coletadas.
20	 De conformidade com o quanto
ilustram as figuras acima relacionadas, o processo em ques-
tão trata ^^.a geração e utilização de linhagens floculantes
condicionais de leveduras, podendo a idéia, baseada nos
mesmos princípios, estender-se para qualquer microorganis-
25 mo.
No caso da levedura empregada
para a fermentação alcoólica, parte-se de uma linhagem sel-
vagem não floculante normalmente empregada na usina. Nesta
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linhagem é então introduzido um gene de floculação com o
seu promotor modificado. Essa modificação rr^-e^ ^nt^ visa
tornar a expressão do gene de fiocu_ação sensível à presen-
ça de glicose. Ou seja, quando existe glicose no meio c
5 promotor fica inativo (reprimido) . Quando a glicose se es-
gota, o promotor é ativado levando à transcrição do gene da
floculação. Após a tradução do transcrito, será produzida a
proteína de floculação que fará com aue as células se aglu-
tinem e se depositem no fundo da dorna, de onde poderá ser
10 removida para outro uso ou reutilizada 	outro ciclo de
fermentação.
Na ficara 2 observa-se o pro-
cesso em escala de laboratório. Nos tubos dc coluna 1, uma
linhagem de levedura (W303-1A) foi transformada com um ve-
15 tor de levedura multicópia contendo apenas os genes marca-
dores (YEp352) . Neste caso, observa-se aue tanto no início
da fermentação (meio contendo glicose como fim dessa
(meio sem glicose e contendo etanol resultante da fermenta-
ção) as células encontram-se dispersas no meio.
20 Na coluna 2 as células da
mesma linhagem foram transformadas com o p_asmideo YEp352
contendo o gene FLOR completo. Ou seja, a parte codi f icante
do gene sob controle do seu promotor oricinal. A introdução
desse vetor levou a uma expressão constante do gene ALO',
independente do meio em que a levedura estava s c :uv culti-
vada, fazendo com que as células se mantivessem em e s tado
constante de floculação.
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Já na coluna 3 encontram-se
as células com a modificação aue é objeto do p resente pedi-
do de patente. Elas contém o vetor YEp352 trazendo o gene
FLO1 sob o controle de um promotor modificado, que sente
5 glicose da forma apresentada no parágrafo anterior. Ou
seja, em meio com glicose esse promotor reprime a transcri-
ção do gene FLO1 que só é ativado no momento que a glicose
foi esgotada do meio, ou seja, quando a fermentação foi fi-
nalizada e no meio só tem etanol. Observa-se neste caso que
10 no meio com glicose as células estão sus pensas, sedimentan-
do ao fundo do tubo a penas quando a glicose se exauriu.
Como descrito, determinante
na obtenção do referido efeito é o padrão de regulação do
promotor. Diversos promotores de levedura são regulados por
15 glicose e poderiam ser utilizados neste processo. Até o mo-
mento dois promotores foram utilizados com sucesso. Um foi
resultante da inserção de duas cópias em tandem de uma re-
gião de 200pb do promotor do gene metanol oxidase de Hanse-
nula polymorpha (MOX-BB) (Pereira e Hollenberg, 1996) den-
20 tro do promotor nativo do gene FLO1. Essa inserção tornou o
gene FLO1 reprimido em meio com glicose e ativo na ausência
dessa fonte de carbono. 0 outro promotor utilizado foi uma
fusão da parte basal do promotor FLO1 com a parte regulató-
ria do gene ADH2, gene esse que codifica uma álcool desi-
25 _rogenase que só está presente em células crescendo em con-
dições não fermentativas. A figura 3 apresenta o esquema de
construção•desses genes híbridos.
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A figura 4 mostra o padrão de
expressão do gene FLC1 sob o controle desses promotores.
For ela, observa-se que na linha gem testada contendo apenas
o plasmídeo controle não há expressão do gene FL01. A ex-
5 pressão desse só ocorre nas células transformadas com os
plasmídeos contendo c gene FLC1 sob controle dos promotores
MOX ou ADH2, e nestes casos apenas após várias horas em
meio contendo g licose. Neste período essa fonte de carbono
já se esgotou, o que possibilitou a desrepressão do gene.
10 0 processo fermentativo uti-
lizando o invento funcionará da forma convencional, podendo
inclusive ser utilizado a mesma linhagem de microorganismo
tradicionalmente empregada em cada processo. 0 primeiro
passo é a transformarão da linhagem do microorganismo com c
15 gene modificado que confere a floculação condicional. A
partir daí, tendo em mãos o organismo modificado, o proces-
so de fermentarão funcionará da forma convencional até o
esgotamento do substrate. Neste ponto o gene da floculação
iniciará o seu funcionamento e as células flocularão tor-
20 nando-se desnecessárias as etapas de separação forçada como
a centrifugação.
Conforme a figura 5 anexa, a
dorna de fermentação será alimentada com substrato, seja
ele caldo de cana, suco de uva, melaço ou qualquer substra-
25 to fermentecível, e com as células modificadas (dcrn a 1). . A
fermentação decorrerá de maneira normal, sendo que após o
esgotamento do substrato o gene-de floculação será automa-
ticamente acirrado nas células (dorna 2). Isso fará com que
12/12
ao final do processo as células se aglutinem e sedimentem
(dorna 3). A partir daí as células podem ser coletadas para
serem reutilizadas em um novo ciclo de fermentação ou para
serem removidas do meio para ser e= empregadas como ração
5 animal, adubo, entre outros.
A vantagem do processo objeto
desta patente de invenção resulta na redução do custo de
separação de células e o aumento da velocidade de processos
de sedimentação natural.
10 No caso da produção de eta-
nol, a separação de células é feita por centrifugação, o
que evolve elevado consumo de ener gia visto os grandes vo-
lumes a serem centrifugados. No caso da produção de vinho,
em que a separação das células é feita por sedimentação na-
15 tural, o aumento da velocidade desse processo leva a urna
redução do número de células lisadas, o que deve melhorar a
qualidade do vinho por reduzir a quantidade de subprodutos
do metabolismo da levedura dentro deles.
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REIVINDICACOES 
1. "PROCESSO DE FERMENTAÇÃO
  -+     	^ -a^^M USO DEMICROORGANISMOS F OCU	T^ CONDICIONAIS". ^V s	^ ^V^.JUAV S	 :^
racterizado pelo fato de prever a geração e utilização de
5 linhagens floculantes condicionais de microorganismos, que
partem de uma linhagem selvagem não f l oculante, na qual e
então introduzido um gene de floculação com o seu promotor
modificado, sendo que essa modificação do promotor visa
tornar a expressão do gene de floculação sensível à presen-
10 ça de um substrato especifico, tal como glucose.
DE2. "PROCESSO FERMENTACÃO
COM USO DE MICROORGANISMOS FLOCULANTES CONDICIONAIS", se-
gundo o reivindicado e1 1, caracterizado pelo fato de que
na presença de glicose o promotor fica inativo (reprimido),
15 sendo que ao se estabelecer a ausência de glicose, o promo-
tor e ativado levando a transcrição do gene da floculação;
após a tradução do transcrito, é produzida a proteína de
floculação que fará com que as células se aglutinem.
3. "PROCESSO DE FERMENTAÇÃO
20 COM USO DE MICROORGANISMOS FLOCULANTES CONDICIONAIS". se-
gundo o reivindicado era e 2, caracterizado pelo fato de
prever e emprego de leveduras com células que contém o gene
rLO1 sob o controle de um promotor modificado, que sente
glicose, de modo que na presença de glicose esse promotor
25 reprime a transcrição do gene FLO1 que só é ativado no mo-
mento que a glicose foi esgotada do meie.
4. • "PROCESSO DE FERMENTAÇÃO
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COM USC DE MICROORGANISMOS FLOCULANTES CONDICIONAIS", se-
gundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato de que o
fator determinante na obtencão do referido efeito é o pa-
drão de re gulação do promotor.
5 5. "PROCESSO DE FERMENTAÇÃO
COM USO DE MICROORGANISMOS FLOCULANTES CONDICIONAIS",
gundo o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato de que o
presente processo resulta na redução do custo de separação
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"PROCESSO      T T	T ^{	/1 DE "LRi^1^iV?f`_^.,Av'
USO DE MICROORGANISMOS FLOC'JLiJ TES CONDICIONAIS", o
compreende a geração e utilização de linhagens floculantes
5 condicionais de microorganismos, que partem de uma linhagem
selvagem não floculante, na qual É então introduzido um ge-
ne de floculação com o seu promotor modificado, sendo que
essa modificação do promotor visa tornar a expressão do ge-
ne de floculação reprimida à presença de um substrato espe-
10	cifico.
